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論文内容の要旨
〔目的〕
1902年 Stefansky がMycobacterium lepraemurium を報告して以来， M.lepraemurium は in vitro 
土台主主および、動物移植の困難なMycobacterium leprae の実験モデル系として用いられてきた。ところ
がM.lepraemurium できえ、 in vitro 培養がいまだ確立されていないために各種の細菌学的な検討が不
充分で、、近年、種々の標本の鏡検による研究からM， lepraemurium (Ha waii 株および熊本株)が
Mycobacterium ではなくてNocardia に近い 1 つのGenus に属すべきであるという説も出た(植田:
レプラ 33 272( 1964))。そこで本研究においては M.lepraemurium Hawaii の分類学上の位置を明白
にさせるために化学的、免疫学的研究をおこなった。
〔方法ならびに成績〕
1. M.lepraemurium Hawaii はCs Hマウス皮下に菌を接種し、 4-6 ヵ月後揖指頭大になった鼠
煽腫を摘出し、 Mori らのアルカリ処理低速遠心法で集菌した。 M.bovis BCG は Sauton 培地で
11 日間培養したもの、 N. rubra は 1% グリセリン、 0.5%ペプトン、 0.5%酵母抽出液を含む培地で
3 -5 日間振畳培養したもの、 C . diphtheriae P W 8 は Mueller and Mi Il er 培地で培養したもの
をそれぞれ遠沈集菌した。
2. 細胞壁の精製:細胞壁の調製はAzuma らの方法によっておこない、 M.lepraemurium Hawaii 
の菌イ本をエタノールーエーテル (1 : 1)、クロロホルム、クロロホルム メタノール( 2 : 1) で脱脂
し、超音波処理 (20 kc 30分ずつ 2 回)後、 20 ， 000X g 、 60分遠沈し、粗細胞壁画分および上清(細胞
質画分)に分けた。粗細胞壁画分をトリプシン、キモトリプシン処理し、精製細胞壁を得た。
3. 多糖体の精製: M.lepraemurium Hawaii の粗細胞壁をAzuma らの方法でアルカリ抽出し、エ
タノール分画によりアラビノ力、、ラクタン (A G) を得た。細胞質両分より 0.5N-NaOH で600C 、
128-
30分加熱、 3TC24時間抽出し、 DEA'Eーセルローズカラムで精製(水で溶出)後、エタノール分画
をおこなった。エタノール終濃度67ー 75%で沈澱してくる画分にアラビノマンナン( AM) を得た。
同様の方法でM.bovis BCG の菌体より、 AM 、 AG を精製し、類似の方法により、 N. rubra 、
C. diphtheriae P W 8 の全菌体よりそれぞ、れAM 、 AG を得た。
4. 多糖体構成糖とメチル化糖の同定:精製多糖体 5 -10mg をlN-HzE; 04 加水分解後、 Sawa deker 
らの方法により、力、スクロマトグラフィー (G L C) で構成糖を同定した。またHakomori の方法
でメチル化し、加水分解後 Bjoendal らの方法でGLC により定性定量した。 GLC は島津 GC4
B P F (水素炎検知器付)を用いカラムとして 3%ECNSS-M 一一ChromosordQ (100~ 200 メッ
シュ)のカラム (0.4X200cmカ、、ラスカラム)を用いた。 M.lepraemurium Hawaii の AM 、 AG
のメチル化の結果はすでに報告されている M.bovis BCG のメチル化の結果と類似していた。
5. 抗血清 C.diphtheriae PW 8 、 N. rubra 、 M. bovis BCG 、 M. lepraemurium Hawaii 
の脱脂菌体または細胞壁それぞれ2.5mg を流動パラフィン -Arlacel A (85: 15) 1 m-eに浮遊させ
て、 2 -3 kgの家兎の足跡、皮下ならびに四肢筋肉内に注射した。感作はさらに 2 回おこない、採血
血清分離をおこなった。
6. ゲ‘ル内沈降反応は Ouchter lony の方法でおこなった。 M.lepraemurium Hawaii から得られた
AM 、 AG は抗M.lepraemurium Hawaii 血清および、抗M.bovis BCG 血清に対して見かけ上
Spur を形成し、互いに抗原性に差のあることを示した。一方、 M.lepraemurium Hawaii の A
M と M.bovis BCG の AM とは抗M.lepraeml日、 ium Hawaii 血清に対して沈降線がfuse し、両菌
の AG も同様の結果となり、それぞれ共通抗原性が認められた。定量沈降反応では、 C.diphtherｭ
iae P W 8 、 N. rubra 、 M. bovis BCG から精製された多糖体抗原はheterologous な抗血清に
対するよりも homologous な抗血清に対して、より高い沈降素量を示し、定量沈降反応、パターンに
差が認められた。 M.lepraemurium Hawaii のAM， AG は M. bovis B C G の AM 、 AG に最
も類似した沈降反応パターンを示した。
7 .アラピノースーミコラートおよび、ミコール酸 M.lepraemurium Hawaii の精製細胞壁を酸加水
分解し、エーテル抽出して、ケイ酸 セライト (2 : 1) カラムでエーテル メタノール (95: 5) 
で溶出した画分(精製結合脂質)は赤外吸収スペクトルがAzuma らによって報告きれた M.tuberｭ
culos is 青山 B のアラビノースーミコラートのそれと一致した。精製結合脂質を 1 % KOH で加水
分解して得た脂肪酸部分(ミコール酸)を質量分析法で同定した結果、炭素数61-70 、 76-86の高
級脂肪酸で、 α 位に C22 H45 または C 24H49の分枝を，β位に水酸基を有する抗酸菌型の構造を有するも
のと推定される。
8. ペプチドグリカンの同定:酸処理細胞壁をMixobacterium A L -1 酵素で3TC24時間反応させ、
S ephadex G -25でゲルド過 (O.lM酢酸で溶出)をおこない画分1. 2.3. を得た。画分 3 はアミノ
酸分析、質量分析の結果から Ala : GCN : DAP = 2 1 1 の比で構成されるテトラペプチド、Ala
-G e N -D A P -Ala であることが同定された。
9. アミノ糖:上記Sephadex G -25ゲルj戸過の画分 1 をリゾチーム処理し、 SephadexG -15でゲル
j戸過 (O.lM酢酸で溶出)をおこない画分 A. B. C を得た。画分 C をペーパークロマトグラフィー
??つ臼
(ブタノールー酢酸-水 (5:1:2) およびイソ酪酸ーアンモニア(10: 6) で展開)によって
同定したところ N'-acetyl gl ucosaminyl -β-1 、 4 -N -glycolyl muramic acid に一致し
た。
〔総括〕
1 ) M. lepraemurium Hawaii より得:られた AM 、 AG はmycobactria， nocardia, coryneｭ
bacteriaの AM 、 AG とそれぞれ類似したものと思われるが、定量沈降反応、の結果から、 myco­
bacteria に最も類似したパターンを示した。
2 )細胞壁を分画して得た M.lepraemurium Hawaii のミコール酸は炭素数が61-70 、 76-86で抗
酸菌型のミコール酸であった。
3) M.lepraemurium Hawaii の細胞壁より得られたテトラペプチドはAla -GQN-DAP-Ala 
の構造であり、アミノ糖は N -acetyl glucosaminy 1 -β-1 、 4 -N-glycolyl muramic acid 
であった。
4 )以上.の結果から M.lepraemurium Hawaii は Genus Mycobacterium に属する一菌株と考えるべ
きである。
論文の審査結果の要旨
本論文は、 M.lepraemurium Hawaii について、化学的ならびに免疫学的に詳細な菌体成分の検
討をおこない、 M.lepraemurium Hawaii の分類学的な位置を明確にし、 in vitro 培養の困難な
M.lepraemurium の基礎的研究に新たな知見を加えたものであり、さらに M.leprae 研究への重要
なぶ唆を与えたものである。
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